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INFOLEHT

Nisu ja maisi 6ohuldhede juhtivuse, regulatsiooni ning fotosiinteesi vordlev analiiiis.

Nisu ja mais on globaalselt kolme koige tdhtsama teravilja hulgas. Tagamaks kasvavale
inimpopulatsioonile piisavalt toitu, oleks vaja taimede saagikust tdsta. Selleks tuleb uurida
ohuldhede regulatsiooni ning fotosilinteesi mitte ainult mudeltaimedel, vaid eelkdige
teraviljadel. Kdesolevas t66s on uuritud ning vorreldud nisu ja maisi 6huldhede juhtivust ning
fotosiinteesi kiirust normaaloludes ning nende reaktsioone taimehormoon abstsiishappele
(ABA), osoonile ning siisihappegaasi kontsentratsioonile. Selgus, et vorreldes nisuga,
iseloomustavad maisi oluliselt madalam ohuldhede juhtivus tavaolukorras, fotosiinteesi
viiksem tundikkus CO2 kontsentratsiooni suhtes ning dhuldhede tolerantsus kasutatud ABA
kontsentratsiooni suhtes. Mdlema liigi fotosilinteesid tavaolukorras olid vordsed, samuti

reageerisid mdlemad osoonile.

Mairksdnad: nisu, mais, osoon, siisithappegaas, abstsiishape

CERCS: B310 Soontaimede fiisioloogia
Stomatal conductance, its regulation and photosynthesis in Zea mays and Triticum aestivum

Wheat and maize belong to the trio of most important crops in the world. Crop production needs
to increase to feed the growing human population. To achieve that, it is important to study
stomatal regulation and photosynthesis not only in model plants, but above all, in cereals. In
the current study, stomatal conductance and net assimilation rate of wheat and maize were
measured in normal conditions, as also their responses to plant hormone abscisic (ABA) and to
changes in CO; and Oz concentratsions. It was found, that maize is characterized by
significantly lower stomatal conductance in normal conditions, reduced sensitivity of
photosynthesis to CO> concentration and stomatal tolerance to the ABA concentration used.

Net assimilation rate in normal conditions and Os-responsiveness were similar in both species.
Key words: wheat, maize, ozone, carbon dioxide, abscisic acid,

CERCS: B310 Physiology of vascular plants
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KASUTATUD LUHENDID

[CO2] — siisihappegaasi kontsentratsioon

3PGA — 3-fosfogliitseraat

ABA — abstsiishape

Anet — fotosiinteesi kiirus

CA - CARBONIC ANHYDRASE

gs — dohuldhede juhtivus

H+-ATPaas — ATP energiat vajav H+ kanal

HT1 - HIGH LEAF TEMPERATURE 1

MPK12 — MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 12
MPK4 — MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 4
NADP-ME — malaadi dehiidrogenaas

NOx - lammastikoksiidid

OAA — oksaalatsetaat

OST1 - OPEN STOMATA 1

PEP - fosfoenoolpiiruvaat

PEPC — fosfoenoolpiiruvaadi karboksiilaas

PKABA1 — ABA-toimeline proteiinkinaas

PP2C — PROTEIN PHOSPHATASE TYPE 2C

PPFD — fotosiinteetiliselt aktiivne kiirgus

PYL - PYR1-LIKE

PYR — PYRABACTIN RESISTANCE

QUACIL - QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1
RCAR - REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR
ROS — reaktiivsed hapniku tihendid

Rubisco — ribuloos-1,5-bisfosfaadi karboksiilaas

RuBP — ribuloos-1,5-bisfosfaat

SLAC1 - SLOW ANION CHANNEL 1

SLAH3 - SLAC1 HOMOLOGUE 3

ZmOST1 — Zea Mays OPEN STOMATA 1

WUE — veekasutus efektiivsus



SISSEJUHATUS

Nisu (Triticum aestivum) ja mais (Zea mays) on pika ajalooga ning inimkonnale suure
tahtsusega teraviljad. Molemaid tarvitatakse toiduks voi muuks tarbeks suurtes kogustes iile
kogu maailma. Seetdttu paneb rahvaarvu kasv teraviljadele ja pdllumajandusele iildisemalt
viga suure koormuse. Kliima soojenemine, siisihappegaasi taseme tous ning toostuslik saaste
samas muudavad taimede kaitumist ning on oluline teada, kuidas ja mis suunas. Taimede
gaasivahetus timbritseva keskkonnaga maérab ldbi fotosiinteesi ja transpiratsiooni nende
produktiivsuse ja stressitaluvuse. Seetdttu on gaasivahetustunnuste, nagu 6huldhede juhtivus,
stisihappegaasi sidumise Kiirus ning veekasutuse efektiivsus uurimine vidga oluline.
Gaasivahetus toimub 1dbi dohuldhede ehk pooride, mis asuvad taimelehtede pinnal. Sedasi
omastab taim eluks vajaliku siisihappegaasi, kuid 1dbi nende pooride kaotab taim ka vett.
Peamiseks gaasivahetuse uurimisobjektiks oma kasvukiiruse ja genoomi viiksuse tottu on
mudeltaim miiiirlook (Arabidopsis thaliana) ning viimase paari aastakiimne jooksul on
miitirlooka uurides joutud oluliste ldbimurreteni taimede G&huldhe regulatsiooni ja
signalisatsiooniradade selgitamisel. Seevastu teraviljade kohta on vdhem andmeid ja kui

arvestada maisi ja nisu tahtsust praegu ja ka tulevikus, on nende uurimine véga oluline.

Peamiseks abitootiliseks stressoriks taimedele on pdud, stressivastust pduale vahendab
taimedes molekulaarsel tasemel stressihormoon abstsiishape (ABA). Atmosfaari CO2 ja Os
kontsentratsioonid on samuti tdusuteel, seega on vaja teada taimede fotosiinteesi ja dhuldhede

regulatsiooni reaktsioone keskkonnatingimuste muutumisele.

Antud t66 eesmargiks oli uurida, Kkuidas erineb maisi ja nisu gaasivahetus
normaaltingimustel, ning kuidas mojutavad erinevad stiimulid maisi ja nisu OhulShede
juhtivust, regulatsiooni ja fotosiinteesi. Katseid tehti unikaalses gaasivahetussiisteemis, mis
voimaldab moota terveid vorseid. Eksperimentide jaoks kasvatasin maisi ja nisu samadel
tingimustel ning mdatsin nende SGhuldhede juhtivust ja fotosiinteesi kiirust normaaltingimustes

ning vastusena CO; ja Oz kontsentratsioonide muutumisele ning ABAga pritsimisele.

To6 teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi Taimesignaalide uurimisrithmas.



KIRJANDUSLIK TAUST
1.1. Ajalugu

Zea mays ehk harilik mais on iiheaastane rohttaim, mis kuulub korreliste sugukonda
maisi perekonda. Arvatakse, et mais oli iiks esimesi taimi, mida inimene hakkas teadlikult
toiduks kultiveerima 7000 - 10000 aastat tagasi. Maisi kodukohaks peetakse arheoloogiliste
leidude pohjal Mehhikot, kuid véimalikeks parinemispaikadeks voivad olla ka Aasia ja Lduna-
Ameerika (Piperno ja Flannery, 2001). Algsed maisiliinid ei olnud vélimuselt ligilahedasedki
tanapdeval kommertsiaalselt kultiveeritavate sortidega. Tuhandeid aastaid kestnud kodustamise
kaigus aretasid farmerid aina suuremate tdlvikutega variante, mis iihel hetkel tegid maisist viga
produktiivse toiduallika (Ranum jt., 2014). Tanapdeval kasvatatakse erinevaid maisi sorte iile

kogu maailma, peamisteks erinevusteks nende vahel on terade virvus.

Triticum aestivum ehk harilik nisu on iiheaastane rohttaim, mis kuulub korreliste
sugukonda nisu perekonda. T. aestivum erineb teistest liikidest peamiselt kromosoomide arvu
poolest. Hariliku nisu genoom on heksaploidne, see tdhendab, et tal on 6 paari kromosoome
(IWGSC, 2014). Esimesed tdendid nisu (Triticum) liikide kodustamisest jaavad 10000 aasta
tagusesse aega (Shewry, 2009). Kodige tdendolisemalt péarineb nisu Léhis-ldast, kuna ka
tanapdeval leidub seal nisule sarnaseid metsikuid korrelisi. Kuigi harilik ehk pehme nisu
(Triticum aestivum) oli olemas juba pollupidamise algusaegadest, kasvatati algul koige enam
selliseid nisusid nagu emmer (Triticum dicoccum) ja einkorn (Triticum monococcum). Need
liigid levisid eelisjédrjekorras ka Louna-Euroopasse, sealt omakorda iile kogu Euroopa ning ka
Aasiasse (Lupton, 1987). Rooma Impeeriumis peeti pehmet nisu, mida Pdhja-Euroopas sel ajal
kasvatati, umbrohuks ning kasutati s66giks peamiselt emmerit ja einkorni, samas kui Aasias oli
nisu diversiteet palju suurem. Alles siis, kui ndudlus jahust tehtud kiipsetiste jargi tousis, kogus
T. aestivum populaarsust, aga seegi jdi lithikeseks Rooma Impeeriumi languse tottu (Evans ja
Peacock, 1981). Téanaseks paevaks on harilikust nisust saanud kdige enam kasvatatud nisu liik
(Marcussen jt., 2014)



1.2.Nisu on Cs-fotosiinteesi esindaja

Nisu kuulub Cs-taimede kategooriasse, mis moodustavad ligi 95% kogu maailma
taimsest biomassist (Raven ja Edwards, 2001; Ziska, 2008). Cs-taimed liilitavad atmosfédarist
1abi Shuldhede sisse voetud siisihappegaasi otse Calvini tsiiklisse ensiiiim Rubisco (Ribuloos-
1,5-bisfosfaadi karboksiilaas) abil (Joonis 1). Calvini tsiiklis seotakse siisihappegaasilt voetud
siisinik  ribuloos-1,5-bisfosfaadile (RuBP), mis omakorda annab kaks molekuli 3-
fosfogliitseraati ehk 3PGA. Cs-taimedel toimub see mesofiillirakkudes. 3PGA-d kasutab taim

secjérel elutegevuseks vajalike tihendite siinteesimiseks (Ros jt., 2014).

CO;

RuBP
" Calvini

tsiikkel

\_ mesofiillirakk )

Joonis 1. Cs-taimede lihtsustatud siisiniku sidumise skeem. Atmosféérist difundeerub mesofiillirakku
CO;, mis seotakse Rubisco abil ribuloos-1,5-bisfosfaadile (RuBP). Tekib kaks molekuli 3-
fosfogliitseraati (3PGA), mida kasutab taim Calvini tsiikli kdimas hoidmiseks ja elutegevuseks
vajalike {ihendite siinteesiks. Originaaljoonis

Rubisco ja Calvini tsiikkel kujunesid vilja ajal, mil CO2 kontsentratsioon atmosfaaris
oli kdrgem ning hapniku tase madalam kui praegu, sellest tulenevalt on nendel taimedel
komplikatsioone praeguses kliimas (Ehleringer jt., 1991). Peamiseks fotosiinteesi efektiivsuse
langetajaks Cs-taimedel on fotorespiratsioon, mille kdigus liilitatakse Rubisco abil RuBP-le
CO; asemel Oy. Fotorespiratsioon, lisaks sellele, et see on energiandudlik protsess, viib ka
stisihappegaasi kaoni. Fotosiinteesi efektiivsus korge temperatuuri ja veepuuduse juures voib

fotorespiratsiooni tdttu langeda kuni 40% (Gowik ja Westhoff, 2011).



1.3. Mais on Cy-fotosiinteesi esindaja

Cs-taimede fotosiintees on oma pdhiolemuselt Cs-fotosiinteesi edasiarendus. See
kohastumus vdimaldab kdrgemat fotosiinteetilist efektiivsust tugeva valgusintensiivsuse, korge
temperatuuri ja veepuuduse juures. Just seetdttu domineerivad Cs-taimed troopilistes
piirkondades (Rao jt., 2016).

Efektiivsem CO; sidumine saavutatakse CO> fikseerimise jagamisega kahe rakutiiiibi
vahel. Mesofiillirakud votavad 1dbi dhuldhede lehte sisenenud siisihappegaasi vastu ning
Kimbuiimbrise rakkudes toimub CO: liilitamine Calvini tsiiklisse (Joonis 2). Kodigepealt
muudetakse mesofiillirakkudes siisihappegaas karboanhiidraasi (CA) abil bikarbonaadiks
(Badger ja Price, 1994). See omakorda liilitub fosfoenoolpiiruvaadi karboksiilaasi (PEPC) abil
PEPile, tekib 4-siisinikuline ithend oksaalatsetaat (OAA; O’Leary jt., 1981). Edasiste
mehhanismide variatsioone on mitmeid, kuid maisi puhul on see tihend, mis transporditakse
mesofiillist kimbuiimbrise rakkudesse, malaat. See saadakse OAA-st malaadi dehiidrogenaasi
abil. Kimbuiimbrise rakkudes omakorda eemaldatakse malaadilt NADP-ME ensiiiimi abil CO,
viimane reageerib Calvini tsiiklis RuBP-ga Rubisco vahendusel. Tekib ka piiruvaat, millest
regenereeritakse PEP (Slack ja Hatch, 1967; Gowik ja Westhoff, 2011; Rao jt., 2016).

@ @
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Joonis 2. Maisi lihtsustatud siisiniku sidumise skeem. Mesofiillirakud votavad atmosfédrist CO>
vastu mille karboanhiidraas (CA) teeb bikarbonaadiks (HCOzs’). Siisinik lisatakse
fosfoenoolpiiruvaadile (PEP) fosfoenoolpiiruvaadi karboksiilaasi (PEPC) abil. Saadud
oksaalatsetaat (OAA) tehakse malaadi dehiidrogenaasi (MDH) abil malaadiks, viimane
transporditakse kimbuiimbrise rakku. Malaadilt saadakse NADP-ME abil CO., mis siseneb Calvini
tsiiklisse. Reaktsiooni tulemusena tekib ka piiruvaat, millest regenereeritakse PEP. Originaaljoonis



Sel viisil on voimalik kontsentreerida siisihappegaas fotosiinteesi tsentrisse ehk
Rubisco ensiiimi timbrusesse, mis {ihtlasi inhibeerib fotorespiratsiooni. Ténu sellele
mehhanismile t66tab kogu Cs-taimede fotosiintees vorreldes Cs-taimedega efektiivsemalt, mis
omakorda voimaldab hoida dhuldhesid rohkem suletuna ja seeldbi vihendada veekadu siisiniku

sidumisel (Gowik ja Westhoff, 2011).

1.4. Maisi ja nisu globaalne olulisus

Ule 50% taimedelt saadava toiduenergia annavad nisu, riis ja mais (IDRC). URO
andmetel on 2014. aasta seisuga koguseliselt maailmas enim kasvatatud teraviljaks mais 1,037
miljardi tonniga, teisel kohal riis 741 miljoni tonniga ja kolmandal kohal nisu 729 miljoni
tonniga (FAOSTAT 2017). Need arvud annavad mdista, kui olulist rolli mangivad mais ja nisu

nii inimeste toidulaual kui ka iildiselt maailmamajanduses.

Teraviljad pole ainult inimeste toidulauale mdeldud, see kehtib eriti maisi puhul.
Niiteks Ameerika Uhendriigid kui suurimad maisikasvatajad kasutavad kogu maisitoodangust
27% etanooli tootmiseks, 50% loomasdddana ja 13% eksporditakse vilismaale. Ulejaéinud 10%
kasutatakse inimtarbimiseks moeldud toiduainete tegemiseks (Ranum jt., 2014). Samas on ka
piirkondi, kus maisi kasutatakse otse toortoiduna. Selleks on néditeks Kesk- ja Louna-Aafrika,
kus tarbib pohitoiduna maisi pool elanikkonnast ja kolmandik alatoidetud lastest eelistatult seda
soobki (CGIAR MAIZE 2016).

Koige selle juures jiatkab maailma rahvaarv kasvutrendi ning stabiliseerumist ldhiajal
oodata pole. Niiteks URO andmetel ennustatakse 2050. aastaks maailma rahvastiku kasvu 9,6
miljardi elanikuni (Gerland jt., 2014). Kdige suuremat kasvu on oodata arengumaades,
kusjuures 28 Aafrika riigi rahvaarvud kahekordistuvad (UN DESA 2015). Sellest ldahtuvalt
ennustatakse 2050. aastaks arengumaadesse ka kahekordset maisindudlust, samas kui saagikus
on kerkiva keskmise temperatuuri tottu pigem vahenemas (Lobell jt., 2011; CGIAR MAIZE,
2016). Kuna ndudlus ja rahvaarv on tousuteel, laskub enneolematu koormus pollumajandusele,
sealhulgas maisi ja nisu kultiveerimisele ning tuleb kasvatada aina suuremaid koguseid, et
rahvaarvuga sammu pidada (Foley jt., 2011). Kasvava teraviljandudluse juures tuleb arvestada
ka muutuva kliimaga. CO kontsentratsioon atmosfaéris tduseb ning koos sellega ka maakera
keskmine temperatuur (USDOC/NOAA). Prognooside kohaselt monedes regioonides
pollumajanduse saagikus kasvab, samas teistel aladel vdheneb (Nelson jt., 2009). Osalt

pOhjustab seda temperatuuri tous, kuid teine suur faktor on vee kéttesaadavus (Kang jt., 2009).



1.5. Osooni mdju taimedele

Looduses eksisteerib Oz kihina stratosfaaris, kus see piitiab kinni suure osa paikeselt
tulevast kahjulikust ultraviolett-kiirgusest, kuid atmosfaéri madalamas kihis on osoon kahjulik
(NOAA 2008). O3 on sekundaarne saasteaine, mis tekib looduslikult kuid eelkdige toostuse
tagajarjel atmosfddri sattuvate lenduvate orgaaniliste ithendite, vingugaasi ja NOx-ide
omavaheliste fotokeemiliste reaktsioonide tagajérjel (Chameides jt., 1999). Sellest ldhtuvalt
pOhjustavad to0stusliku saaste kasv ja keskmise temperatuuri tous pinnaldhedase Os
kontsentratsiooni tousu (Fowler jt., 2008). Osoonisaaste mdjutab taimset produktsioon ning
selle tekitatud kahju pdllumajandusele hinnatakse juba olevat mitu miljardit dollarit aastas (Van
Dingenen jt., 2009).

Osoonisaaste on tdsine probleem iile kogu maakera, kuid eriti just Aasias, kus see
pOhjustab méirgatavat saagikuse langust ning tiletildist kahju 6kosiisteemidele (Feng jt., 2015).
Samas mooddetakse korgeid O3z kontsentratsioone ka Euroopas ja Pohja-Ameerikas, seda
tavaliselt suvel, kuumalainete ajal. Oz tasemed on korged ka maapiirkondades, kaugel
toostustsoonidest (Ainsworth jt., 2012). Inimestel pohjustab O3z hingamisteede tiisistusi,
hinnanguliselt pool miljonit inimest sureb aastas osoonisaaste tottu (Silva jt., 2013). Taimedel
tekitab osoon oksiidatiivset stressi ning reaktiivseid hapniku tthendeid (ROS), mis omakorda

vihendavad fotosiinteesi ning ldbi selle taimede kasvu ja produktsiooni (Ainsworth jt., 2012).

Osoon ning ROS-id oksiideerivad rakukomponente, sealhulgas lipiide, valke ja
nukleiinhappeid (Heath, 1987). Taimelehte pédseb osoon peamiselt Ohuldhede kaudu
(Kerstiens ja Lendzian, 1989), seetottu kehtib iildine seos, et mida suurem on antud taimeliigi
ohuldhede juhtivus, seda tundlikum on ta osoonile (Reich ja Amundson, 1985; Brosché jt.,
2010; Ainsworth et al., 2012). Lehte sisenenud osooni degradeerumine rakuvaheruumis ehk
apoplastis pohjustab eri ROS-ide, niiteks hiidroksiiiil- ja peroksiiiilradikaalid ning superoksiid,
teket (Grimes jt., 1983; Mehlhorn jt., 1990; Runeckles ja Vaartnou, 1997). Mesofiilli apoplast
on esmane kaitseliin osoonile (Luwe jt., 1993; Turcsanyi et al., 2000). Osoneerimisel iile 150
ppb aktiveeruvad erinevad ROSidest, hormoonidest, Ca?* ja mitogeen-aktiveeritud
proteiinkinaasidest (MAPK) ldhtuvad signaalirajad (Baier jt., 2005). Akuutne osoneerimine
paadib rakkude surmaga (Rao jt., 2002), krooniline osoneerimine madalas kontsentratsioonis,
nii nagu see toimub looduses, langetab fotosiinteesi ning kiirendab taime vananemist (Pell jt.,
1997). Elusorganismide, sh. taimede, elutegevuse kdigus tekkivaid ROS-e neutraliseeritakse
antioksiidantidega (Birben jt., 2012). Askorbaat on peamine vees lahustuv antioksiidant
apoplastis, mis kaitseb taimi ROS-ide ja osooni eest (Luwe, 1996).
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1.6. Ohuléhed

Ohuldhed on olemas kdigil soontaimedel ning ka mdningatel primitiivsematel taimedel,
naiteks sammaldel. Selle moodustavad kaks sulgrakku ning nende vahel olev pilu. Korreliste,
sh. maisi ja nisu, sulgrakud on hantlikujulised (Joonis 3), seevastu tiilipilise mudeltaime A.
thaliana sulgrakud on neeru-kujulised (Taiz ja Zeiger, 2003). Karreliste sulgrakke timbritsevad
kummaltki poolt veel spetsiaalsed kaasrakud, mis aitavad kaasa Ghuldhede sulgumisele ja
avanemisele (Meidner ja Mansfield, 1968; Biichsenschiitz jt., 2005). Ohuldhede abil saavad
taimed atmosfaarist siisihappegaasi kétte, kuid kaotavad samas vett (Cowan ja Troughton,
1971).

Joonis 3. Ohuldhe ja hantlikujulised sulgrakud. Boomingplants, 8. juuni 2014, Wordpress.
Originaalpilti on muudetud
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1.7. Ohuléhede regulatsioon abstsiishappe, CO2 ja O3 mdjul.

Ohuldhede avanemine toimub sulgrakkude turgori suurenemise tdttu (Taiz ja Zeiger,
2003). See saavutatakse H* ioonide véljapumpamisega tsiitoplasmast H™-ATPaasi poolt, mis
omakorda membraani hiiperpolarisatsiooni tottu pohjustab K*-ioonide sissevoolu 1dbi K*-
selektiivsete ioonkanalite. Koos K*-ioonidega liiguvad rakku ka anioonid ning seejirel labi
akvaporiinide ka vesi ning rakusisene rohk tduseb (Assmann ja Shimazaki, 1999). Sulgrakkude
turgori suurenemist indutseerivad madal lehesisene COz, valgus (sh sinine valgus) ning korge
ohuniiskus (Lange jt., 1971; Assmann ja Shimazaki, 1999).

Kuigi mitmed erinevad fiitohormoonid (jasmonaat, etiileen) osalevad OhulShede
regulatsioonis, on sulgumine peamiselt seotud abstsiishappega (ABA; Cutler jt., 2010;
Daszkowska-Golec ja Szarejko, 2013). Sulgumisel inhibeeritakse H*-ATPaas ning 1ibi Ca®*-
ioonkanalite aktivatsiooni suurendab ABA rakusisest Ca2*-ioonide kontsentratsiooni
(Schroeder ja Hagiwara, 1990). Secjérel aktiveeruvad omakorda S- ja R-tiiiipi anioonkanalid,
mis transpordivad malaat?, CI- ning NOs™ ioone rakust vilja (Roelfsema jt., 2004). Sulgraku
membraan depolariseerub ja toimub K*-ioonide transport rakuvélisesse ruumi. Koos ioonidega
liigub sulgrakust vilja ka vesi ning see viljendub Shuldhe sulgumisena (Taiz ja Zeiger, 2003).
Korrelistel toimub K*-ioonide vahetus sulgrakkude ja kaasrakkude vahel, mis vdimaldab
kiiremaid dohuldhede reaktsioone (Biichsenschiitz jt., 2005; Merilo jt., 2014). Arabidopsisel on
tuvastatud S-tiiiipi kanalite geenidest SLAC1 ning SLAH3 (Vahisalu jt., 2008; Geiger jt., 2011)
ning R-tiitipi kanalite geenidest QUACL (Meyer jt., 2010).

On néidatud, et Shuldhede sulgumine mitmete stiimulite, s.h korge [CO2] ja ABA
toimel, teostub suures osas just SLAC1 anioonkanali vahendusel (Vahisalu jt., 2008; Kollist jt.,
2011). ABA mojutab SLACI kanalit 1dbi OST1 kinaasi aktivatsiooni (Joonis 4). OST1 kinaas
on ABA puudumisel inaktiivne PP2C fosfataaside aktiivsuse tottu. ABA juuresolekul
moodustavad ABA PYR/PYL/RCAR retseptorid koos ABA ning PP2C fosfataasidega
kompleksi, milles fosfataasid inaktiveeritakse. OST1 autofosforiileerub ja saab seejérel
aktiveerivalt fosforiileerida SLAC1 kanali, mis vdoimaldab anioonide véljumise sulgrakkudest
(Kollist jt., 2011). Maisil on iiheks OST1 geeni homoloogiks ZmOST1 (Vilela jt., 2013) ning
nisul PKABA1, mille ekspressioon, erinevalt Arabidopsise OST1-st, touseb ABA ja

veepuuduse mojul (Assmann, 2003).
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Joonis 4. Sulgrakkude ABA signalisatsiooni lihtsustatud skeem (Hanna Horak, 2017). A. ABA
puudumisel on PP2C fosfataasid aktiivsed ning OST1 defosforiileeritud ehk inaktiivne. Seetdttu on
ka SLACI inaktiivne ja OhulShe avatud. B. ABA seondumisel PYR/PYL/RCAR retseptoriga
inaktiveeritakse PP2C. OST1 autofosforiileerub ning fosforiileerib SLACI-kanali. Ohuldhed
sulguvad. Originaaljoonist on muudetud.

Ohuldhed avanevad madala lehesisese [CO2] juures ning sulguvad selle tdustes (Zeiger
jt., 1987; Mott, 1988). Kuigi CO> signalisatsiooni molekulaarne rada nii dhuldhede avanemisel
kui sulgumisel sisaldab veel hulga kiisiméarke, on Arabidopsisel leitud, et sulgumisel omavad
olulist rolli SLAC1, tema aktivaator OST1 kinaas ning PYR/RCAR retseptorkompleks (Xue
jt., 2011; Merilo jt., 2013) Korgenenud [CO2] tase pohjustab bikarbonaadi kontsentratsiooni
tousu rakus, viimase teket CO»-st vahendavad karboanhiidraasid (Hu jt., 2010). Kdrgem [HCOs"
] rakus omakorda tdstab S-tiiiipi anioonkanalite tundlikust Ca?*-ioonidele (Xue jt., 2011). Viga
oluline Shuldhede reaktsioonil CO2-le on ka HT1 kinaas, mis toimib CO»-signaalraja negatiivse
regulaatorina (Hashimoto jt., 2006). Samas mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaasid MPK4 ja
MPK12 inaktiveerivad korge CO: signaali korral HT1 kinaasi, vdimaldades ohulShede
sulgumist aktiivse SLAC1 vahendusel (Horak jt., 2016). Paljasseemnetaimedel ja sonajalgadel
on reageerimine CO> kontsentratsiooni muutusele 1ibi Ca®" signalisatsiooni minimaalne v&i
puudulik, seetdttu on nende dhuldhede CO2-reaktsioon viahem ulatuslik ja aeglane, vorreldes
katteseemnetaimede (miiiirlook, nisu, mais) omaga (Brodribb ja McAdam, 2013).

Osooni pdhjustatud Shuldhede sulgumise pohjuseks on pakutud lehesisese
stisihappegaasi kontsentratsiooni tdusu (Ainsworth jt., 2012) ning ROS-ide poolt indutseeritud
mitteensiimaatilist ABA teket lehes (McAdam jt., 2017). Sarnaselt 6huldhede reaktsioonidele
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[CO2] muutustele pdhjustavad rikutud SLAC1 ja OST1 valgud ohuldhede Os-reaktsiooni
vahenemise voi puudumise (Vahisalu jt., 2008; Xue jt., 2011; Merilo jt., 2013).
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1. Too eesméargid

Teraviljade fotosiinteesi ja Ohuldhede regulatsiooni on uuritud suhteliselt vihe
arvestades nende olulisust inimkonnale. Mudeltaimede, peamiselt Arabidopsis thaliana kohta
on andmeid hulgaliselt rohkem. Veel vahem on selliseid uuringuid, mis vordlevad eri teravilju.

Selle t66 eesmargiks on uurida ning vorrelda,

e kuidas erinevad maisi (Zea mays) ja nisu (Triticum aestivum) dhuldhede juhtivus
(9s), fotostinteesi Kiirus (Anet) ning hetkeline veekasutuse efektiivsus (WUE)
normaaltingimustes;

e kuidas mgjutavad CO2 kontsentratsioon ning 0soon gs ja Anet véaartusi maisil ja
nisul;

e kuidas muutub nisu ja maisi Ghuldhede juhtivus ABA toimel

2.2. Taimede kasvatamine

Katsetes kasvatati kultuurmaisi (Zea mays L., sort Vivacity) ja—nisu (Triticum aestivum,
sort KWS Scirocco). Esmalt pandi maisi ja nisu seemned idanema mérja salvrétiku vahele Petri
tassidesse kaheks kuni kolmeks pdevaks ning seejarel kiilvati idandid 1L pottidesse, igasse potti
kaks taime. Istutamisel kasutatud kasvusubstraat koosnes turbast, vermikuliidist ning veest
(4:2:3). Taimi kasvatati kasvukambrites, mille valgusreziim oli 12 tundi valgust/12 tundi
pimedust; temperatuur vastavalt 23°C/18°C. Fotosiinteetiliselt aktiivne kiirgus (PPFD) taimede
korgusel oli keskmiselt 300 pmol m?s? ning suhteline Shuniiskus 70%. Taimi kasteti
regulaarselt. Gaasivahetuskatseid tehti taimedega, mis olid kahe kuni kolme lehe staadiumis,
taimede vanus oli siis 9-20 pdeva, kusjuures nisutaimede keskmiseks vanuseks katsete ajal oli

13,5 pédeva ning maisil 12,8 pdeva, sest maisitaimed kasvasid kiiremini.
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2.3. Aparatuur

Taimede gaasivahetust mdddeti eritellimusel tehtud 4-kambrilise termostateeritud

katseseadmega, mis vdimaldab paralleelselt mdota nelja taime (Joonis 5).

Joonis 5. Termostateeritud nelja-kambriline aparatuur gaasivahetuse mddtmiseks. Pildistanud Egon
Meigas.

Kambri moodustab kahekordse seinaga klaaskuppel (Joonis 6), mille vahel on
termostaadi abil muudetava temperatuuriga veesein. Kambri sisemise seina diameeter on 10,6
cm ja korgus 15,6 cm — vdimaldades moota suuremaid ja korgemaid taimi, kui seda on
mudeltaim Arabidopsis. Kuppel istub kahe klaasplaadi peale, millest {iks on eemaldatav ning
mille servas on siivendus, kust saab taime varre 1dbi panna. Teise plaadi kiiljes on dhu sisse- ja
véljavoolu avad, temperatuuri sensor ja viike ventilaator, mis tagab iihtlase Ghu jaotuse
modtekambris. Vorse ja klaasi vaheliste tihikute tihendamiseks kasutati plastiliini. Kambrid
olid hermeetiliselt suletud ning kerge iilerohu all, et valtida vélisdhu ligipddsu kambritesse.
Ohuvoolu kiirus kambris oli 2,5 I mint. Taimede valgustamiseks oli iga kambri kohal neli 50W
halogeenpirni, mis tagasid taime korgusel maksimaalse PPFD viirtuse 500 pumol m2s™ (Horak
jt., 2017).
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Joonis 6. Nelja-kambrilise gaasivahetusaparatuuri iihe kambri illustratsioon. Originaaljoonis.

Modtekambris mdoddeti otseselt dhutemperatuuri ning kambrisse sisse- ja véljamineva
ohu CO. ja veeauru kontsentratsioone. CO, ja veeauru sisaldust mdddeti infrapuna
gaasianaliisaatoriga (Li-7000, Li-Cor, Nebraska, USA) ning nende gaaside kontsentratsioonide
vahe kaudu sai arvutada kambris olnud taime transpiratsiooni ja fotosiinteesi kiiruse spetsiaalse
programmiga. Edasi arvutas programm transpiratsioonist ldhtudes Oohuldhede juhtivuse,
arvestades lehetemperatuuri. Osooni kontsentratsiooni moddeti UV osooni analiisaatoriga (EC
9810, Ecotech, Austraalia).
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2.4. Katsete ldbiviimine

Taimed paigutati moodtekambritesse ning jdeti 1-2 tunniks stabiliseeruma, Kkuni
ohulShede juhtivus enam ei kdikunud. Stabiliseerumise ajal oli temperatuur kambris 24°C, CO-

kontsentratsioon 400 ppm, Shuniiskus 65-75%.

CO: katse puhul jalgiti nii dhuldhede avanemist madalas [CO2] kui ka sulgumist korge
[CO2] puhul. Pirast Shuldhede juhtivuse stabiliseerumist langetati kambrites [CO2]
normaaltasemelt (ehk c.a 400 ppm) 100 ppm-i peale kaheks tunniks, siis taastati normaalne
kontsentratsioon (400 ppm) kaheks tunniks ning seejarel tdsteti kambrites CO2 800 ppm-i peale
taaskord kaheks tunniks. Tegemist oli pika katsega, mis kestis koos stabiliseerumisega ligi 8
tundi. Katse 10ppedes fotografeeriti mdotekambris olnud lehed ning méérati nende pindala

ImageJ programmiga (versioon 1.37). Katset tehti molemal liigil 8 taimega.

Osoneerimisel tdsteti stabilisatsiooniperioodi 13ppedes kambrite Oz kontsentratsiooni
nii, et kambrist vdljuva dhu O3 kontsentratsioon oli keskmiselt 400 ppb ning seda hoiti tund

aega. Katse 10pus kambris olnud lehed pildistati. Katset tehti 8 maisitaimega ja 7 nisutaimega.

Abstsiishappe (ABA) katses pritsiti taimi 10 uM ABA lahusega, milles sisaldus ka
0,05% etanooli ning 0,012% detergenti Silwet L-77. Pritsimisel eemaldati taimelt kuni 10
sekundiks kambrikaas, tehti ABA lahusega 4-5 pihustust ning seejérel asetati kaas tagasi ja
jatkati moStmist 60 minuti jooksul. Igas abstsiishappe katses pritsiti neljast iihte taime kontroll-
lahusega. Kontroll-lahuses sisaldusid ainult etanool (0,05%) ja Silwet (0,012%), kuna ABA oli
algselt lahustatud etanoolis. Katse 10pus taimed 13igati ja pildistati. ABA pritsimine tehti

molemal liigil 6 taimega, kontrollpritsimine molemal liigil kahe taimega.

2.5. Andmeanaliiiis

Andmete analiiiisil kasutati spetsiaalset programmi, mis ldhtudes kambrisse sisenevate
ja véljuvate CO2 ja veeauru kontsentratsioonide erinevustest, dhuvoolukiirusest, kambri ja
lehetemperatuurist ning lehepindalast arvutab transpiratsiooni, Anet ning gs véirtused.
Hetkeline veekasutuse efektiivsus, WUE, arvutati fotosiinteesi ja transpiratsiooni suhtena.
Edasi leiti molemale liigile 6huldhede juhtivuse ja fotosiinteesi keskmised véddrtused enne
stiimulite rakendamist ning iseloomustati Shuldhede reaktsioone stiimulitele. Osooni katses
arvutati ka poolestusaeg. Poolestusaeg saadi osoneerimise kdigus registreeritud Shuldhede
vastuste skaleerimisel vahemikku 0 kuni 100% ning arvutades vélja ajahetke, mil Shuldhed olid
50% ulatuses sulgunud. Statistiline andmeanaliilis tehti programmiga Statistica (versioon 7.1,

StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Selleks, et hinnata liigi moju gaasivahetustunnustele, kasutati
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dispersioonanaliiiisi (Analysis of variance) ning post hoc testina Tukey HSD testi. Veel kasutati
meetodina korduvmootmistega ANOVAt (Repeated measures ANOVA), et hinnata

gaasivahetustunnuste vaartuste erinevusi enne ja pérast tootlust.

2.6. Tulemused

Ohuldhede juhtivus (gs) iseloomustab kiirust, millega vesi lehest aurub (mmol m2 s?),
Anet nditab CO2 omastamise Kiirust (umol m?2s™). Veekasutus efektiivsus (WUE) on suhe Anet
ja transpiratsiooni vahel (umol COz/mmol H20). Stabiliseerimisperioodi 16pus leiti mdlema liigi
gs, Anet ja WUE véiartused normaaltingimustel. Jooniselt 7 on ndha, et nisu keskmine juhtivus
oli keskmiselt 6 korda suurem vdorreldes maisiga, sellest tulenevalt tema WUE oli iile 3 korra

viiksem. Samas Anet oli nisul ja maisil statistiliselt sarnane.

A = B C
350 18 1 18

= = 16 4 B Mais S 16 -
:}” 300 2 @ Nisu 8
e 14 3 14 -
— 250 =
£ g 12 2 12
= E 230
3 2w z 10 220 -
5 = E=n
£ 150 - 2 8 g 8-
2 Bz =
) 3 6 @ 6 -
S 100 - = =
= = @
i g 47 g 49
= ) Q

50 A ©
3 = 2 o~ 2

0 - 0 - 0 -

gs Anet WUE

Joonis 7. Joonisel on ndidatud maisi ja nisu gs (A), Anet (B) ja WUE (C) keskmised véirtused
normaaltingimustel koos vearistidega. Statistiliselt olulised erinevused liikide vahel (p<0,05) on
margitud tdrniga (*), mis saadi kasutades ANOVAL ja post hoc testina Tukey HSD testi.
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2.6.1. Ohuldhede ja fotosiinteesi reaktsioon siisihappegaasile

Taimede Anet moddeti normaalse, madala ja korge [CO-] juures. Madala [CO2] (100
ppm) puhul langes nisul Anet oluliselt rohkem kui maisil, kdrges [CO2]-s (800 ppm) aga tdusis
rohkem kui maisil (Joonis 8). Seega varieerus nisu fotosiintees CO»-katses 3,7 korda, kuid
maisil ainult 1,6 korda. See illustreerib Cs-fotosiinteesi suhteliselt suurt soltumatust [CO2]-st,

mis on tingitud kahekordsest karboksiileerimisest lehe sees.

>

W Mais
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=

15 1 _I_

4l I i

400 ppm 100 ppm 800 ppm

Fotosiinteesi kiirus (umol m?2 s

Joonis 8. Anet (umol m? s) maisil ja nisul erinevatel siisihappegaasi kontsentratsioonidel (ppm)
koos vearistidega. Statistiliselt olulised (p<0,05) erinevused liikide vahel on mérgitud tarniga (*)
ning saadi kasutades ANOVAL ja post hoc testina Tukey HSD testi.

Nii nisu kui maisi gs tdusis [COz] langedes ning vastupidi, langes [CO-] tdustes
(Joonis 9A). Erinevuseks oli, et maisi dhuldhed olid tundlikumad siisihappegaasi vidhenemise
suhtes, avanedes kordades rohkem, vorreldes esialgse gs vaartusega (Joonis 9B). Normaalse
CO: kontsentratsiooni taastudes sulgusid maisi 6huldhed esialgsele tasemele, kuid nisul mitte.
Nisul toimus suurem gs langus [CO2] tdustes 400 ppm pealt 800 ppm-ni. Kokkuvottes voib
oelda, et nisutaimede juhtivus muutus suuremas absoluutskaalas vorreldes maisiga ning mais

suutis oma Shuldhesid palju rohkem suletuna hoida kogu katse viltel.
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Joonis 9. Ohuldhede juhtivused maisil ja nisul erinevatel siisihappegaasi kontsentratsioonidel. A.
Mdlema liigi Shuldhede juhtivus ajas. Ajapunktis 0 langetati CO- kontsentratsioon 100 ppm peale;
120 minuti peal tosteti taas 400 peale; 240 minuti peal tosteti 800 peale. Ndidatud on ShulShede
keskmine juhtivus koos vearistidega. n=8. B. Keskmised gs 16ppvéartused iga CO, kontsentratsiooni
juures koos vearistidega. Olulised erinevused (p<0,05) juhtivustes liigi sees on mérgitud erinevate
tahtedega (korduvmaotmisega ANOVA ja Tukey test).
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2.6.2. Ohuldhede reaktsioon abstsiishappele

Analiiiisiti maisi ja nisu Shuldhede vastust 10 uM ABA lahusega pritsimisele. Selgus,
et nisutaimed on tundlikud ABAga pritsimise suhtes: nende gs oli langenud 10 minutit parast
pritsimist keskmiselt 30%, kusjuures katse 16puks, st 60 minutit peale ABAga pritsimist, ei
olnud mérgatavat juhtivuse taastumist toimunud (Joonis 10). Maisi pritsimisel ABA-ga gs
védrtuse statistiliselt olulist vdhenemist ei leitud ning tundub, et mais ei reageeri iildse sellisele
ABA kontsentratsioonile. Kontroll-lahusega pritsimisele kummalgi liigil olulist juhtivuse

muutust ei taheldatud (andmeid pole esitatud).
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Joonis 10. Maisi ja nisu dhuldhede juhtivused enne ja parast ABA (10 uM) lahusega to6tlemist. gsO —
keskmine juhtivus enne toGtlemist; gs10 — keskmine juhtivus 10 minutit pérast to6tlemist. gs60 —
keskmine juhtivus 60 minutit parast tootlemist. Mdlemal liigil n=6. Statistiliselt olulised erinevused
liigi sees on mérgitud erinevate tihetedega (korduvmodtmistega ANOVA ja Tukey test).
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2.6.3. Ohuldhede ja fotosiinteesi reaktsioon osoonile

Osoneerimisel toimuvat Shuldhede juhtivuse langust ajas illustreerib Joonis 11. Nisu

juhtivus langes osoneerimisel katse 16puks 67%, kuid maisil vaid 33%.
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Joonis 11. Nisu (A, n=7) ja maisi (B, n=8) ohuldhede juhtivuse ajaline kiik osoneerimisel.
Ajapunktis 0 tdsteti osooni kontsentratsioon 400 ppb peale 60 minutiks.

Ehkki juhtivuse langus polnud maisil nii mérkimisvdiarne nagu nisul, oli see siiski
statistiliselt oluline (Joonis 12A). Mbdlemal liigil langes Anet osooni mdjul sarnaselt ning
statistiliselt oluliselt (Joonis 12B). Nisutaimedel oli Oz-reaktsiooni keskmine poolestusaeg 20,4

minutit ning maisil 27,31 minutit, need vaartused olid erinevad P<0,1 puhul. Seega vaib delda,

et maisi 0huldhed sulgusid osooni mojul veidi aeglasemalt.
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Joonis 12. Maisi (n=8) ja nisu (n=7) gs ja Anet vadrtuste muutumine osooni mdjul. A. Maisi ja nisu
gs enne osoneerimist (gs0) ja 60 minutit pdrast osoneerimise algust (gs60). B. Maisi ja nisu
fotosiinteesi kiirused enne osoneerimist (Anet0) ja 60 minutit parast osoneerimise algust (Anet60);
keskmised koos vearistidega. Statistiliselt olulised erinevused liigi sees (p<0,05) on mérgitud tarniga
(korduvmodtmistega ANOVA ja Tukey test).

Nisul oli dhuldhede kaudu omastatud kumulatiivne Osz-doos nii 18 minutit parast

osoneerimist kui ka katse 10pus korgem kui maisil (Joonis 13), s.t nisu omastas rohkem osooni

kogu katse viltel.
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Joonis 13. Maisi (n=8) ja nisu (n=7) kumulatiivne Os-doos 18 minutit ja 60 minutit parast osoneerimise
algust. Keskmised koos vearistidega. Statistiliselt olulised erinevused liikide vahel (p<0,05) mérgitud
tarniga (korduvmdotmistega ANOVA ja Tukey test).
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2.7. Arutelu

Kuna mais kuulub Cs-taimede ja nisu Cz-taimede hulka, vois eeldada fundamentaalseid
erinevusi nende taimede gaasivahetuses normaaltingimustel. Maisi Ghuldhed olid koigis
olukordades rohkem suletud, tagades korgema WUE. Selle pohjuseks on Cs-tiilipi fotosiinteesi
eripdra, mis vdimaldab CO: kontsentreerumist Calvini tsiikli toimumiskohta, vdiksemat gs
vadrtust ning tagab 10ppkokkuvottes edukama funktsioneerimise veevaestes olukordades (Sage
ja Monson, 1999; Gowik ja Westhoff, 2011). Nisu ohulShede juhtivus oli maisi omaga
vorreldes 6x korgem (Joonis 7A), sest Cs-fotosiintees nduab suuremat Shuldhede avatust,

tagamaks voimalikult soodsat fotosiinteesi suhet fotorespiratsiooni (Sage ja Monson, 1999)

On néidatud, et vorreldes Cz-taimedega on Cs-taimedel kdrgem Anet vidértus tugeva
valguse ja troopiliste tingimuste juures (Sage ja Monson, 1999). Meie katsetes olid nisu ja maisi
fotosiinteesid normaaltingimustel statistiliselt sarnased (Joonis 7B). Voimalik, et Kkui
modtekambrite temperatuur oleks olnud kdrgem kui valitud 24°C, oleks maisi fotosiinteetiline
eelis paremini vilja tulnud. Madalamatel temperatuuridel on fotosiinteesi efektiivus Cs-
taimedel parem kui C4-taimedel, temperatuuri vahemikus 25°C-30°C aga iiletab Cs-fotosiinteesi
efektiivsus C3 oma, kuna temperatuuri tdustes hakkab O> jarjest edukamalt siisihappegaasiga
Rubiscoga seondumisel konkureerima (Hatch, 1992; Sage ja Monson, 1999). See on ka pohjus,
miks Eesti looduses C4 taimi peaaegu pole (va Suaeda maritima, rand-soodahein) —siin on liiga

jahe.

2.7.1. Siisihappegaasi katse

Alates 1959-ndast aastast on registreeritud [COz] tous 316 ppm pealt praeguse 405,75
ppm-ni, Kusjuures viimase viie aastaga on CO; kontsentratsioon tousnud keskeltldabi 10 ppm
(Keeling jt., 1976; USDOC/NOAA 2017). Arvestades, et viimase 800000 aasta jooksul on CO>
tase koikunud vahemikus 170-300 ppm ning hetkel tduseb 3 ppm aastas (Petit jt., 1999; Liithi
jt., 2008; USDOC/NOAA 2017), on katses kasutatud CO2 kontsentratsioonid (100 ppm ja 800
ppm) kiill ekstreemsed, aga siiski pohjendatud. Samas polnudki CO»-katse eesmérk uurida nisu
ja maisi gs ning Anet reaktsioone minevikus voOi tulevikus esinenud/esinevatele CO:
kontsentratsioonidele, vaid pigem vdrrelda nende teraviljade oluliste fiisioloogiliste tunnuste
reageerimist muutusele CO> kontsentratsioonis. Kasutatud [CO2] olidki sellised, et erinevused

voimalikult paremini esile tuleksid.

Cs-taimede lehtedes toimuv kahekordne CO: fikseerimine tagas selle, et maisi Anet oli

[CO2] suhtes oluliselt tundetum vorreldes nisuga. Vorreldes katse-eelsete arvudega tousis
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maisil Anet kdrges [CO2]-s vaid 7% nisu 23% korval ning langes madalas [CO2]-s maisil vaid

32%, vorreldes nisu 64%-ga (Joonis 8) .

Ohuldhede sulgumist v&i avanemist COz kontsentratsiooni muutudes tiheldati juba
eelmise sajandi esimesel poolel (Heath, 1948; Zeiger jt., 1987). Varem on néidatud, et Cs- ja
Cs-taimede dhuldhed on sama tundlikud CO2 kontsentratsiooni muutusele (Morison ja Gifford,
1983). Meie katsed osaliselt kinnitasid seda — nii nisu kui mais avasid ja sulgesid ohulhesid
[CO2] muutudes. Samas olid maisitaimed tundlikumad [CO2] languse suhtes, mil maisi gs
tousis 4x vorreldes nisu 2x tdusuga, kuid nisutaimed olid veidi tundlikumad [COz] tdusu suhtes

(Joonis 9B).

2.7.2. Abstsiishappe katse

ABA on taimehormoon, mis reguleerib taimedes mitmeid protsesse, sealhulgas
stressivastust (Swamy ja Smith, 1999; Cutler jt., 2010). Poua ja korge soolsuse korral on vee
kéttesaadavus héiritud ning see pdhjustab rakkudes turgorrhu langust. Sellele vastuseks
suureneb ABA siintees, mis tagab Okonoomsema veekasutuse taimedes (Jia jt., 2002;
Finkelstein, 2013). ABA roll taimede veemajanduses on tihedalt seotud Shuldhede sulgumisega
(Kriedemann jt., 1972).

Varem on nédidatud, et taimed reageerivad kunstlikule ABA lisamisele ohuldhede
sulgemisega (Pantin jt., 2013; Kollist jt., 2014). Kiill aga varieerub reaktsiooni kiirus, nditeks
oal (Phaseolus vulgaris L.) on ABA-toimeline dhuldhede sulgumine registreeritav 8-9 minutit
peale to6tlust, maisil vastavalt (Zea mays) 3 minutit ja roosil (Rosa spp) 32 minutit
(Kriedemann jt., 1972). Minu katsetes oli 10 uM ABA-ga pritsimise efekt ilmne ainult nisul —
tema gs oli nii 10 kui 60 minutit peale pritsimist oluliselt langenud, vorreldes pritsimiseelsete
viirtustega (Joonis 10). Ohuldhede ABA-vastuse puudumine maisil on iillatav. Kriedemann jt
(1972) néitasid, et kuigi maisil oli huldhede ABA-toimeline sulgumine registreeritav juba
kolmandal minutil, kestis kogu sulgumiseperiood 105 minutit, mis oli palju pikem kui néiteks
oal. Lisaks sellele tdheldati, et mais ndudis Ohuldhede sulgumiseks suuremat ABA
kontsentratsiooni vorreldes néditeks oa voi roosiga. See pdhjendaks, miks mais ei reageerinud
minu katsetes kasutatud ABA kontsentratsioonile ja miks vaikest, ehkki statistiliselt mitteolulist

juhtivuse langust vois niha alles 60 minutit peale pritsimist (Joonis 10).

Peamiseks viljasaake viahendavaks abiootiliseks faktoriks peetakse veedefitsiiti (Lipiec
jt., 2013). Minu katsed toovad vélja kaks aspekti nisu ja maisi voimalikust pduataluvusest.

Uhelt poolt on maisi gs madalam ning WUE oluliselt kdrgem vorreldes nisuga, see peaks
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tagama maisile suurema pduatolerantsuse. Samas ei reageerinud maisi dhuldhed minu katses
tildse stressihormoon ABAle. On ndidatud, et kui normaaltingimustel on maisi (Zea mays L.)
lehesisene ABA kontsentratsioon korgem vorreldes niiteks pduakindla sorgo sordi (cultivar
M35-1) ABA kontsentratsiooniga, siis veedefitsiidi juures tduseb maisi ABA tase kordades
viahem kui sorgol (Larqué-Saavedra ja Wain, 1976). Seega on vdimalik, et maisi ohuldhed
opereerivad teistsugustes ABA kontsentratsioonides kui need, mida mina oma katses kasutasin.
Selle selgitamiseks tuleks ABA-katset korrata, kasutades kdrgemaid kontsentratsioone.

Tehes jareldusi veedefitsiidi mojust terasaagile tuleb arvesse votta, et kuigi Shuldhede
juhtivuse langus on esmane vastus pduale, mojutavad pikalt kestva poua juures pdldude saake
mitmed erinevad faktorid: fotosiinteesi efektiivsuse langus ldbi Rubisco aktiivsuse ja RuBP
regeneratsiooni languse tottu; osmootsete kohastumiste edukus (OA); juurte siigavus (LaRosa
jt., 1987; Ripley jt., 2007; Daryanto jt., 2016). LaRosa jt (1987) néitasid et, ABA on oluline
hormoon ka osmootsete kohastumiste tagamisel.

2.7.3. Osooni katse

Katsetes kasutatud Oz kontsentratsioon (400 ppb) oli viaga korge. Eestis fikseeritakse
seirejaamades vaid harva véairtusi, mis tiletavad 60 ppb ning 2013. aastal oli piirvéartuse
tiletamist kolmes seirejaamas, korgeim Oz kontsentratsioon (63 ppb) moodeti Vilsandil (Eesti
Keskkonnaseire 2013). Samas polnud katses kasutatud osooni tase ka liialt ebarealistlik, kuna
Euroopas ja POhja-Ameerikas voib kuumalainete ajal kontsentratsioon liihiajaliselt tdusta 200-

400 ppb peale (Ainsworth jt., 2012).

Selgus, et 400 ppb-ga osoneerimisel nii nisu kui ka maisi ohuldhede juhtivused
vahenevad. Kui maisil langes juhtivus 33% osoneerimiseelse tasemega vorreldes, siis nisul oli
60 minutit kestnud osoneerimise 15puks juhtivus vahenenud 67% (Joonis 12 A). On néidatud,
et just kumulatiivne Oz-doos katse esimese poole tunni jooksul méérab lehekahjustuse ulatuse
ning on ilmselt seotud ka dhuldhede vastusega osoonile (Brosché jt., 2010). Kuna nisu 6huldhed
olid rohkem avatud, oli omandatud osooni doos tal suurem kui maisil ning sellest ldhtuvalt ka
intensiivsem ja kiirem sulgumine (Joonis 13). Ohuldhede juhtivuse langust on tiheldatud nii
pideval osoneerimisel madalatel kontsentratsioonidel (Reich and Amundson, 1985) kui ka
lithiajalisel osoneerimisel kdrgetel kontsentratsioonidel (Kollist jt., 2007; Vahisalu jt., 2010).
Juhtivuse langust on seostatud osoonistressiga kaasneva fotosiinteesi langusega, mille korral

touseb lehesisene CO2 kontsentratsioon, mis omakorda annab signaali huldhedele sulgumiseks
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(Reich ja Amundson 1985; Ainsworth jt., 2012). Fotosiinteesi langus osoneerimisel leidis

kinnitust ka minu katsetes nii nisul kui maisil (Joonis 12B).

Teraviljade dhuldhede vastus osoonile monevorra erines nditeks mudeltaime miitirlooga
omast. Kui nisul ja maisil langes juhtivus piisivalt, siis miilirlooga metsiktiitipidel Col-0 ja Ler
pérast esialgset juhtivuse langust see tousis taas katse-eelsele tasemele ning seejdrel langes
uuesti, kuid seekord jaddavalt (Kollist jt., 2007; Vahisalu jt., 2010). Sarnast juhtivuse kdikumist
nisu ja maisi katsetes ei tdheldatud. Samas on voimalik, et siin katsetes kasutatud kdrgemad O3
kontsentratsioonid indutseerivad teistsuguse ohuldhede vastuse, mis ei vdimalda juhtivusel

vahepeal taaastuda.

McAdam jt (2017) niitasid hiljuti, et kui osoneerida taimi liihiajaliselt kdorge
kontsentratsiooniga (3 minutit ja 400 ppb), siis kdivitatakse tekkivate ROS-ide tottu lehtedes
mitte-ensiimaatilise ABA siintees tema eellastest. Seetottu pakkusid nad vilja, et osoneerimisel
indutseeritud 6huldhede sulgumine on pohjustatud hoopis ABAst. Kirjeldatud Os-pulsi mgju
ABA siinteesile oli liigispetsiifiline ning puudus niiteks hernel. Tomatil seevastu lagunes
tekkinud ABA aeglaselt ning juhtivus ka ei taastunud (McAdam jt., 2017). Selline hiipotees
sobib minu katseandmetega kokku, kuna piisival osoneerimisel tekib ABA pidevalt juurde, siis
ei ole pdhjust eeldadagi juhtivuse taastumist katse jooksul. Huvitav on, et maisi dhuldhed ei
reageerinud ABAle, kiill aga reageerisid osoonile. McAdam jt (2017) hiipoteesist l&htuvalt pidi
sellisel juhul osoneerimisel tekkima ABA kdrgemates kontsentratsioonides kui minu ABA-
katses kasutati, tagamaks maisi 0huldhede sugumise. See omakorda viitab, et maisis oli
piisavalt erinevaid ABA siinteesi ldhteprodukte, millest ROSide vahendusel mitte-
ensiimaatiliselt abstsiishapet siinteesida. Nende kiisimuste vastamiseks oleks jille vaja nisu ja

maisi lehtede ABA sisaldust mdota enne ja pérast osoneerimist.

Kui muidu saab miérata ka osooni tottu tekkinud lehekahjustuste ulatust jargnevate
paevade jooksul (Brosche jt., 2010), siis katse metoodikast 1dhtuvalt ei saanud siin t66s seda
teha, kuna juhtivuse ja fotosiinteesi kiiruse arvutamiseks ldks vaja teada tdpset lehepindala.
Seepirast tuligi modtekambris olevad lehed 10igata ja pildistada. Saadud katseandmete pohjal
vOib siiski oletada, et ndhtavate lehekahjustuse tekke osas on nisu palju tundlikum osooni suhtes
kui mais. Seda esiteks seetdttu, et nisu Shuldhede juhtivus oli viis korda suurem vdrreldes
maisiga (Joonis 7A), sellest tingituna oli ka lehte sisenenud Oz-doos nisul palju korgem. Teisalt
on ndidatud, et Cs-taimedel on vorreldes Cs-taimedega korgemad ROS-e neutraliseerivate
ensiilimide ehk antioksiidantide (nditeks SOD — superoksiidi dismutaas) tasemed, mis voiksid

tagada parema kaitse ROSide vastu (Stepien ja Klobus, 2005).
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2.7.4. Uldised jireldused

Maisi ohulohede juhtivus oli normaaltingimustel oluliselt vdiksem kui nisul, sellest
tulenevalt on maisil kdrgem WUE. Need omadused saab omistada maisi Cs-fotosiinteesist
tulenevatele eelistele. Samas fotosiinteesi kiirused olid maisil ja nisul normaaltingimustes
sarnased. Maisi efektiivsema fotosiinteesi néditamiseks voiks katset korrata just korgematel

temperatuuridel.

Molemad teraviljad avasid ja sulgesid Shuldhesid soltuvalt [CO2]-st. Maisi fotosiintees
oli tundetum [CO2] muutustele ning madalas [CO2]-s suutis ta tinu C4-fotosiinteesile paremini
CO; omastada. Seevastu kdrges [COz2]-s oli nisu fotosiinteesi kiirus korgem, seetdttu voiks

tuleviku korgemas [CO2]-s nisu saada eelise maisi ees.

Abstsiishape avaldas moju nisu ohuldhedele, langetades juhtivust oluliselt juba 10
minutit peale pritsimist. Maisi huldohed ABAle ei reageerinud. Katset voiks korrata suuremate
ABA kontsentratsioonidega ning hea oleks uurida ka lehesiseseid ABA kontsentratsioonide

erinevusi maisil ja nisul.

Osoon avaldas olulist moju modlema liigi dhuldhede juhtivusele ja fotosiinteesile.
Fotosiinteesi kiirust vihendas Oz molemal liigil vordsel médral. Moju juhtivusele oli tugevam
nisu puhul, peamiselt seetdttu, et tema ohuldhed olid rohkem avatud ning lehte sisenenud
osooni doos suurem. Sellest 1dhtuvalt voib oletada, et osoon kahjustab nisu rohkem ning ka
lehekahjustuste ulatus voiks olla nisul suurem. Selleks aga peaks kordama katset nii, et saaks

vorrelda kahjustusi jargnevatel paevadel.

29



KOKKUVOTE

Mais ja nisu on globaalselt véiga olulised teraviljad, kuid nende dhuldhede regulatsiooni
ja fotosiinteesi, vorreldes mudeltaime Arabidopsis thalianaga, on uuritud suhteliselt vihem.
Kéesolevas t66s vorreldi nisu ja maisi huldhede juhtivust (gs), fotosiinteesi kiirust (Anet) ning
veekasutus efektiivsust (WUE) normaaltingimustel. Teiseks uuriti 6huldhede juhtivuse ja
fotosiinteesi muutumist CO, kontsentratsiooni, osooni ja abstsiishappega (ABA) pritsimise

toimel.

Katsetest selgus, et normaaltingimustel (24°C, [CO2] 400 ppm, ~70% Ghuniiskus) on
maisi gs oluliselt madalam kui nisul, mis tdhendab, et tema 6huldhed on rohkem suletud. Sellest
lahtuvalt on maisi WUE mitu korda korgem, tagades okonoomsema veekasutuse elutegevuse
kaigus. Siisihappegaasi kontsentratsiooni muutumisele reageerisid mdlemad liigid, ehkki maisi
ohulohed olid eriti tundlikud [CO2] languse suhtes, avanedes kordades rohkem kui nisul. [CO2]
langedes suudatis mais paremini siisinikku siduda oma C4 fotosiinteesitiiiibi tottu, kuid [CO2]

toustes oli Anet nisul kdrgem.

Katses kasutatud ABA kontsentratsioon pdhjustas nisul olulise 6huldhede juhtivuse
languse, kuid maisil reaktsioon ABAle puudus. See erinevus voib tulla maisi vdiksemast

tundlikkusest ABAIle ning korgemast naturaalsest lehtede ABA kontsentratsioonist.

Osoneerimisel langesid mdlema liigi dhuldhede juhtivused Vorreldes maisiga, oli nisul
sulgumine intensiivsem, mis oli ilmselt seotud kdrgema omandatud Os-doosiga. Anet langes

molemal liigil osoneerimisel vordselt.

Seega olid nisul ja maisil oma erinevatest fotosiinteesitiilipidest tulenevalt erinevused
nii normaaltingimuste 0hulShede juhtivuse ja fotosiinteesi kiiruse vidirtustes kui ka nende
tunnuste regulatsioonis uuritud stiimulite ([CO2], korge Oz, ABAga pritsimine) toimel.
Labiviidud katsed vdimaldavad teha jireldusi uuritud liikide Os- ja pouatundlikkuse osas,

samuti nende edukusest tuleviku korge [CO] olukorras.
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SUMMARY

Stomatal conductance, its regulation and photosynthesis in Zea mays and Triticum
aestivum

Egon Meigas

Summary

Maize (Zea mays) and wheat (Triticum aestivum) belong to the trio of most cultivated
crops in the world. Considering that the world population is increasing and climate is changing,
maize and wheat play an enourmous role in maintaining food security and guaranteeing the
future of mankind. In the last few decades great progress has been made in understanding the
mechanisms of stomatal regulation and involved proteins in the model plant Arabidopsis
thaliana. However, our most valuable crops are relatively less studied, and it is important to

move from model plants to crops.

The aim of this study was to measure and compare stomatal conductance and net
assimilation rate of maize and wheat. Furthermore, stomatal and photosynthetic responses of
maize and wheat to different stimuli (changes in CO2 concentration, abscisic acid (ABA) and
high levels of ozone) were studied. The selected stimuli are important regulators of stomatal
behaviour in Arabidopsis and also affect plant yield and drought tolerance.

The results showed lower stomatal conductance and higher water use efficiency of
maize compared to wheat in normal conditions. Net carbon assimilation rate (Anet) was similar
between species in normal conditions, whereas maize had higher Anet in low CO2 concentration
(100 ppm) and wheat had higher Anet in high concentration (800 ppm). This result suggests
that maize has advantages in low CO> due to its C4 photosynthesis, whereas wheat thrives better
in high CO2. ABA concentration (10 uM) significantly reduced stomatal conductance in wheat,
but not in maize. The high level of ozone (400 ppb) used in the experiments caused stomata to
close in both species and had a negative effect on Anet. However obtained Oz-dose was higher
in wheat, indicating that it might be more susceptible to high ozone levels. The results of my
study enlighten aspects of stomatal and photosynthetic physiology of two important crops in
conditions associated with global climate change.
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